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  摘 要:目的 了解该院2017-2018年耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌(CRE)的分布、耐药情况及常见耐药

基因。方法 收集该院2017-2018年临床标本分离到的全部肠杆菌科细菌非重复菌株,采用全自动细菌鉴定

药敏仪进行细菌鉴定和药敏试验,并进行药敏结果分析。使用PCR扩增检测菌株携带的常见碳青霉烯酶基

因。结果 2017年和2018年CRE的检出率分别为9.6%和9.0%;CRE菌种类型以肺炎克雷伯菌(81.5%)为

主,其次为大肠埃希菌(7.2%)和阴沟肠杆菌(4.0%);CRE标本类型以呼吸道标本(45.5%)为主,其次为引流

液(13.3%)、尿液(11.9%);CRE对阿米卡星、复方磺胺甲噁唑和呋喃妥因的耐药率分别为47.7%、42.3%和

55.4%,对其 他 抗 菌 药 物 的 耐 药 率 均>80.0%。在 CRE中,86.3%携 带 碳 青 霉 烯 酶 基 因,主 要 为blaKPC
(74.0%)、blaNDM-1(9.0%)和blaOXA-48(1.9%)。结论 CRE的检出率在该院呈上升趋势,CRE菌种类型以肺炎

克雷伯菌为主,其对临床常用抗菌药物有较高的耐药率。
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Abstract:Objective To

 

understand
 

the
 

distribution
 

of
 

carbapenem-resistant
 

Enterobacteriaceae
 

(CRE),
drug

 

resistance
 

and
 

common
 

drug
 

resistance
 

gene
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

2017
 

to
 

2018.Methods All
 

non-repeti-
tive

 

strains
 

of
 

Enterobacteriaceae
 

isolated
 

from
 

clinical
 

specimens
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

2017
 

to
 

2018
 

were
 

col-
lected,and

 

the
 

automatic
 

bacterial
 

identification
 

drug
 

susceptibility
 

instrument
 

was
 

used
 

for
 

bacterial
 

identifi-
cation

 

and
 

drug
 

susceptibility
 

testing,and
 

the
 

drug
 

susceptibility
 

results
 

were
 

analyzed.PCR
 

amplification
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

common
 

carbapenemase
 

genes
 

carried
 

by
 

the
 

strains.Results The
 

isolation
 

rates
 

of
 

CRE
 

in
 

2017
 

and
 

2018
 

were
 

9.6%
 

and
 

9.0%,respectively;Klebsiella
 

pneumoniae
 

(81.5%)
 

was
 

the
 

main
 

strain
 

of
 

CRE,followed
 

by
 

Escherichia
 

coli
 

(7.2%)
 

and
 

Enterobacter
 

cloacae
 

(4.0%);CRE
 

specimens
 

were
 

mainly
 

re-
spiratory

 

specimens
 

(45.5%),followed
 

by
 

drainage
 

fluid
 

(13.3%)
 

and
 

urine
 

(11.9%);the
 

resistance
 

rates
 

of
 

CRE
 

to
 

amikacin,compound
 

sulfamethoxazole
 

and
 

nitrofurantoin
 

were
 

47.7%,42.3%
 

and
 

55.4%,respective-
ly,and

 

the
 

resistance
 

rates
 

to
 

other
 

antibacterial
 

drugs
 

were
 

all
 

>80.0%.Among
 

CRE
 

strains,86.3%
 

carried
 

carbapenemase
 

genes,mainly
 

blaKPC (74.0%),blaNDM-1 (9.0%)
 

and
 

blaOXA-48 (1.9%).Conclusion The
 

detection
 

rate
 

of
 

CRE
 

is
 

on
 

the
 

rise
 

in
 

this
 

hospital,the
 

main
 

strain
 

of
 

CRE
 

is
 

Klebsiella
 

pneumoniae,which
 

has
 

a
 

high
 

resistance
 

rate
 

to
 

commonly
 

used
 

clinical
 

antibiotics.
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  肠杆菌科细菌是引起临床感染的主要病原菌[1]。
碳青霉烯类抗菌药物抗菌谱广、抗菌活性强、毒性低,
临床上常将其作为严重细菌感染的最佳治疗药物[2]。
随着碳青霉烯类抗菌药物的广泛应用,耐碳青霉烯类

肠杆菌科细菌(CRE)逐年增多,为临床抗感染治疗带

来巨大挑战[3]。CRE是指产碳青霉烯酶的肠杆菌科

细菌,对多利培南、厄他培南、亚胺培南或美罗培南耐

药[4]。由于CRE传播速度快、致死率高,世界卫生组
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织将CRE列为21世纪最重要的耐药病原菌之一[5]。
为了解近2年CRE的检出情况,本研究分析了

2017-2018年本院临床分离的CRE的分布、药物敏

感性特征及携带常见耐药基因情况,以期为医院感染

控制和临床抗菌药物的合理使用提供依据。
1 资料与方法

 

1.1 一般资料 收集本院2017-2018年临床分离

的肠杆菌科细菌,选择其中对亚胺培南或厄他培南耐

药的CRE。
1.2 仪器与试剂 VITEK

 

MS质谱仪和 VITEK
 

2
 

Compact全自动细菌鉴定药敏仪及配套试剂均购自

法国梅里埃公司。
1.3 方法 对CRE进行分离培养;采用VITEK

 

MS
质谱仪或VITEK

 

2
 

Compact全自动细菌鉴定药敏仪

进行细菌鉴定;采用 VITEK
 

2
 

Compact革兰阴性杆

菌药敏卡进行药敏试验。采用煮沸法提取待测菌株

DNA,进行PCR扩增。将扩增后的产物进行1%琼

脂糖凝胶电泳,确定菌株是否携带目前已知的常见碳

青霉烯类耐药基因。部分扩增产物送测序公司进行

测序,并将测序结果在GenBank中与标准序列进行比

对分析,以确定扩增产物的种类和型别。引物序列来

自于文献[6],具体序列见表1。
1.4 质量控制 大肠埃希菌 ATCC8739、铜绿假单

胞菌ATCC27853为药敏试验质控菌株,肺炎克雷伯

菌ATCC1705为blaKPC 阳性质控菌株,均购自国家卫

生健康委临床检验中心。
1.5 统计学处理 采用SPSS21.0软件进行数据处

理和分析,计数资料以例数和百分率表示,检出率与

耐药率的比较采用χ2 检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。
 

表1  常见碳青霉烯酶基因引物序列

基因名称 引物序列(5'-3')
引物大小

(bp)

blaKPC F:CGT
 

CTA
 

GTT
 

CTG
 

CTG
 

TCT
 

TG 798

R:CTT
 

GTC
 

ATC
 

CTT
 

GTT
 

AGG
 

CG

blaNDM-1 F:GGT
 

TTG
 

GCG
 

ATC
 

TGG
 

TTT
 

TC 621

R:CGG
 

AAT
 

GGC
 

TCA
 

TCA
 

CGA
 

TC

blaIPM F:GGA
 

ATA
 

GAG
 

TGG
 

CTT
 

AAY
 

TCT
 

C 232

R:GGT
 

TTA
 

AYA
 

AAA
 

CAA
 

CCA
 

CC

blaOXA-48 F:GCG
 

TGG
 

TTA
 

AGG
 

ATG
 

AAC
 

AC 438

R:CAT
 

CAA
 

GTT
 

CAA
 

CCC
 

AAC
 

CG

blaVIM F:GAT
 

GGT
 

GTT
 

TGG
 

TCG
 

CAT
 

A 390

R:CGA
 

ATG
 

CGC
 

AGC
 

ACC
 

AG

2 结  果

2.1 2017年和2018年不同菌种的CRE检出率比

较 本院共分离出肠杆菌科细菌8
 

006株,CRE检出

率为9.3%(745/8
 

006),其中2017年CRE检出率为

9.6%(383/3
 

976),2018年 CRE 检 出 率 为9.0%
(362/4

 

030),2017年和2018年阴沟肠杆菌的CRE
检出率比较,差异有统计学意义(P<0.05);745株

CRE中,肺炎克雷伯菌占81.5%(607/745),大肠埃

希菌占7.2%(54/745),阴沟肠杆菌占4.0%(30/
745),产酸克雷伯菌占1.5%(11/745),产气肠杆菌占

1.3%(10/745)。其中肺炎克雷伯菌中的CRE检出

率达到了24.3%(607/2
 

495)。见表2。

表2  2017年和2018年不同菌种的CRE检出率比较

菌种
2017

n CRE株数(n) 检出率(%)

2018

n CRE株数(n) 检出率(%)
P

 

肺炎克雷伯菌 1
 

239 322 26.0 1
 

256 285 22.7 0.134

大肠埃希菌 1
 

731 27 1.6 1
 

753 27 1.5 0.993

阴沟肠杆菌 266 11 4.1 282 19 6.7 0.010

产酸克雷伯菌 104 3 2.9 111 8 7.2 0.290

产气肠杆菌 83 4 4.8 79 6 7.6 0.369

摩氏摩根菌 66 3 4.5 64 3 4.7 1.000

黏质沙雷菌 79 0 0.0 101 5 5.0 -

其他肠杆菌属 408 13 3.2 384 9 2.3 0.483

总计 3
 

976 383 9.6 4
 

030 362 9.0 0.362

  注:-为该项无数据。

2.2 CRE的科室分布 745株CRE主要分离自各

科的监护室(334/745,44.8%)、外科病区(217/745,
29.1%)及内科病区(111/745,14.9%)。其中 CRE
检出率最高的前5个病区分别为急诊科监护室(79/

193,40.9%)、呼吸内科监护室(55/135,40.7%)、神
经内科监护室(82/204,40.2%)、呼吸内科病区(72/
252,28.6%)和肾病监护室(15/76,19.7%)。见表3。
2.3 CRE的来源分布 745株CRE主要来源于呼

·808· 国际检验医学杂志2021年4月第42卷第7期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2021,Vol.42,No.7



吸道 标 本 (339/745,45.5%)、引 流 液 (99/745,
13.3%)、尿 液(89/745,11.9%)、静 脉 血(65/745,
8.7%)、组织(45/745,6.0%)等。CRE检出率最高的

标本分别是引流液(99/493,20.1%)、腹水(21/115,
18.3%)及呼吸道标本(339/1

 

867,18.2%)。见表4
 

。
表3  CRE的科室分布

科室
肠杆菌科

株数(n)
CRE株数

(n)
检出率

(%)
构成比

(%)

肝胆外科病区 908 120 13.2 16.1

神经内科监护室 204 82 40.2 11.0

急诊科监护室 193 79 40.9 10.6

外科监护室 378 74 19.6 9.9

肿瘤外科病区 449 72 16.0 9.7

呼吸内科病区 252 72 28.6 9.7

呼吸内科监护室 135 55 40.7 7.4

重症监护室 736 29 3.9 3.9

门诊 1
 

477 17 1.2 2.3

消化内科病区 155 16 10.3 2.1

肾病监护室 76 15 19.7 2.0

其他外科病区 544 14 2.6 1.9

其他内科病区 480 13 2.7 1.7

血液病区 178 12 6.7 1.6

普通外科 161 11 6.8 1.5

急诊科病区 289 10 3.5 1.3

神经内科病区 158 10 6.3 1.3

其他 1
 

233 44 3.6 5.9

总计 8
 

006 745 9.3 100.0

2.4 CRE对常用抗菌药物的耐药率 在临床常用的

14种抗菌药物中,CRE对复方磺胺甲噁唑、阿米卡星

和呋喃妥因的耐药率稍低,耐药率分别为42.3%、
47.7%和55.4%,对 其 他 抗 菌 药 物 的 耐 药 率 均>
80.0%;不同菌种对抗菌药物的耐药率不同,肺炎克

雷伯菌的耐药率相对较高,除复方磺胺甲噁唑、阿米

卡星和呋喃妥因外,对其他抗菌药物的耐药率均>
90.0%。见表5。
2.5 CRE中碳青霉烯酶基因分布 对CRE进行碳

青霉烯酶基因检测和分析,86.3%(643/745)的菌株

携带 碳 青 霉 烯 酶 基 因,主 要 为 blaKPC (551/745,
74.0%)、blaNDM-1(67/745,9.0%)和blaOXA-48(14/745,
1.9%)。携带碳青霉烯酶基因的643株CRE中各基

因的构 成 比 分 别 为:blaKPC 占 85.7%(551/643)、
blaNDM-1 占 10.4% (67/643)、blaIMP 占 1.9% (12/
643)、blaVIM 占0.9%(6/643)和blaOXA-48 占2.2%
(14/643);含2种及2种以上碳青霉烯酶基因的有7
株,检出率为1.1%。肺炎克雷伯菌株中,检出率最高

的碳青霉烯酶基因为blaKPC(86.8%,527/607),而大

肠埃 希 菌 和 阴 沟 肠 杆 菌 中,检 出 率 最 高 的 均 为

blaNDM-1,检出率分别为44.4%(24/54)和33.3%(10/
30)。见表6。

表4  CRE的来源分布

标本类型
肠杆菌科

株数(n)
CRE株数

(n)
检出率

(%)
构成比

(%)

呼吸道标本 1
 

867 339 18.2 45.5

引流液 493 99 20.1 13.3

尿液 2
 

801 89 3.2 11.9

静脉血 889 65 7.3 8.7

组织 323 45 13.9 6.0

胆汁 323 34 10.5 4.6

腹水 115 21 18.3 2.8

导管 238 10 4.2 1.3

伤口 102 8 7.8 1.1

分泌物 158 5 3.2 0.7

脓肿 128 4 3.1 0.5

脑脊液 14 2 14.3 0.3

生殖道标本 332 1 0.3 0.1

其他标本 223 23 10.3 3.1

总计 8
 

006 745 9.3 100.0

表5  CRE对常用抗菌药物的耐药率

抗菌药物
CRE(n=745)

耐药(n)敏感(n)耐药率(%)

肺炎克雷伯菌(n=607)

耐药(n)敏感(n)耐药率(%)

大肠埃希菌(n=54)

耐药(n)敏感(n)耐药率(%)

其他肠杆菌属(n=84)

耐药(n)敏感(n)耐药率(%)

头孢噻肟 721 24 96.8 598 9 98.5 52 2 96.3 73 11 86.9

头孢他啶 679 66 91.1 575 32 94.7 43 11 79.6 61 23 72.6

头孢吡肟 659 86 88.5 565 42 93.1 42 12 77.8 52 32 61.9

亚胺培南 625 120 83.9 552 55 90.9 29 25 53.7 44 40 52.4

厄他培南 689 56 92.5 585 22 96.4 41 13 75.9 63 21 75.0

哌拉西林/他唑巴坦 680 65 91.3 586 21 96.5 41 13 75.9 53 31 63.1

阿米卡星 355 390 47.7 378 229 62.3 20 34 37.0 22 62 26.2

·908·国际检验医学杂志2021年4月第42卷第7期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2021,Vol.42,No.7



续表5  CRE对常用抗菌药物的耐药率

抗菌药物
CRE(n=745)

耐药(n)敏感(n)耐药率(%)

肺炎克雷伯菌(n=607)

耐药(n)敏感(n)耐药率(%)

大肠埃希菌(n=54)

耐药(n)敏感(n)耐药率(%)

其他肠杆菌属(n=84)

耐药(n)敏感(n)耐药率(%)

环丙沙星 673 72 90.3 581 26 95.7 48 6 88.9 44 40 52.4

复方磺胺甲噁唑 315 430 42.3 374 233 61.6 29 25 53.7 53 31 63.1

哌拉西林 745 - 100.0 607 - 100.0 54 - 100.0 84 - 100.0

阿莫西林/克拉维酸 745 - 100.0 607 - 100.0 54 - 100.0 84 - 100.0

氨苄西林/舒巴坦 742 3 99.6 607 - 100.0 53 1 98.1 82 2 97.6

左氧氟沙星 648 97 87.0 568 49 93.6 47 7 87.0 33 51 39.3

呋喃妥因 413 332 55.4 391 216 64.4 6 48 11.1 16 68 19.0

  注:-为该项无数据。

表6  CRE中碳青霉烯酶基因分布(n)

细菌种类
单基因型别

blaKPC blaNDM-1 blaIMP blaVIM blaOXA-48

肺炎克雷伯菌 523 12 4 2 10

大肠埃希菌 10 24 4 - 1

阴沟肠杆菌 - 10 - 2 2

产气肠杆菌 2 3 - - -

黏质沙雷菌 2 - - - -

产酸克雷伯菌 3 3 2 - -

摩氏摩根菌 1 3 - - -

其他肠杆菌属 3 9 - 1 -

合计 544 64 10 5 13

细菌种类
混合基因型别

blaKPC+blaVIM blaKPC+blaIMP blaKPC+blaNDM-1 blaKPC+blaOXA-48

肺炎克雷伯菌 - - 3 1

大肠埃希菌 - - - -

阴沟肠杆菌 1 1 - -

产气肠杆菌 - - - -

黏质沙雷菌 - - - -

产酸克雷伯菌 - 1 - -

摩氏摩根菌 - - - -

其他肠杆菌属 - - - -

合计 1 2 3 1

  注:-为该项无数据。

3 讨  论

  本研究显示,2017-2018年本院共检出CRE
 

745
株,总检出率为9.3%,与国内平均水平(1.2%~
15.5%)基本一致[7-9];与本院2016年CRE的检出率

(6.4%)[10]比较,差异有统计学意义(P<0.05),提示

本院临床CRE检出率呈上升趋势。其中耐碳青霉烯

类肺炎克雷伯菌的检出率为24.3%,与2016年比较,
也有明显上升趋势,耐碳青霉烯类大肠埃希菌检出率

为1.5%,与2008-2016年比较,上升趋势明显[10]。
耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌的流行和

传播仍然是导致本院CRE检出率快速上升的主要原

因,与国内报道一致[7-9]。有研究指出可以通过合理

使用抗菌药物,采集患者的粪便等标本进行CRE主

动筛查,防止CRE的传播和流行[7]。英国医疗感染

学会联合工作小组2015年11月发布了对多重革兰

阴性菌的防控建议,建议高风险人群主动筛查CRE,
及早主动筛查CRE并进行干预,能有效降低患者的

感染率和病死率[11]。医院目前的防控手段无法有效

遏制CRE的传播,因此,进一步明确CRE的传播规

律,继续监测CRE的耐药变化,并在此基础上有效防
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控刻不容缓。
本研究从科室分布分析,本院2年分离到的745

株CRE主要分布于各科监护室(44.8%),其原因可

能与监护室患者病情较严重、基础疾病多、住院时间

长、免疫抑制剂的广泛应用、抗菌药物使用剂量大、过
多涉及侵入性操作等危险因素有关[12]。监护室和呼

吸科的患者与其他科室患者比较,较频繁地接受机械

性通气和侵入性操作,使原本定植在气道的病原菌侵

入并造成感染。因此,临床工作人员应根据患者病情

进行评估,尽早让患者脱离呼吸机或采用无创性机械

通气,以免增加上述高危科室患者CRE感染机会。
本研究药敏试验结果显示,CRE除对复方磺胺甲

噁唑、阿米卡星和呋喃妥因的耐药率稍低外,对其他

抗菌药物的耐药率均>80.0%,说明本院临床分离的

CRE耐药状况严重,因此临床如果经验性选用抗菌药

物时可首先考虑这3种抗菌药物。但使用阿米卡星

需要慎重,有报道显示,应用氨基糖胺类药物治疗

CRE感染时,其细菌清除率为88%,高于多黏菌素

(64%)和替加环素(43%),但由于其治疗剂量与中毒

剂量接近,不良反应较大[13]。研究发现某些联合用药

或者新的酶抑制剂复合药物对CRE的感染治疗有

效,但目前还需要大样本的随机对照研究为其提供有

力依据[14-15]。应进一步探讨治疗CRE的药物(如替

加环素、含酶抑制剂类、多黏菌素、磷霉素等)单药或

者联合使用时药敏试验效果,为临床提供参考[16-17]。
在CRE的诸多耐药机制中,最重要的是产碳青

霉烯酶。根据Ambler分类法将细菌产生的碳青霉烯

酶分为A、B、D三类[18]。本研究中检测的KPC酶属

于A类碳青霉烯酶,IMP、VIM 及NDM 酶属于B类

金属酶,OXA-48酶属于D类苯唑西林酶。KPC酶在

全世界广泛流行,亚洲地区主要是KPC-2型,是目前

研究最多也最常见的一种碳青霉烯酶,主要在肺炎克

雷伯菌中检出,在大肠埃希菌、产酸克雷伯菌等也有

检出[19]。本 研 究 中 blaKPC 基 因 型 的 检 出 率 为

74.0%,其中在肺炎克雷伯菌中占86.8%。在中国

ST11型肺炎克雷伯菌是KPC基因的优势菌种,检出

率逐年上升,与ST11型KPC菌株的传播及blaKPC 基

因的传播方式有关。研究发现blaKPC 可通过转座子

在不同质粒间传播进而在不同菌株间传播[20],但本研

究CRE高检出菌株是否属于ST11型及KPC基因的

传播特点仍需要进一步研究。在本研究中,与blaKPC
基因型在肺炎克雷伯菌检出率最高不同,blaNDM-1 基

因型是大肠埃希菌和阴沟肠杆菌等耐碳青霉烯类药

物的主要基因型,其检出率分别为44.4%和33.3%。
目前产NDM的有1~21个亚型,流行区域不同,进一

步明确亚型有助于了解其流行病学特征。除此之外,
本研究共检测出7例混合基因型CRE,其中肺炎克雷

伯菌4株,阴沟肠杆菌2株,产酸克雷伯菌1株。混

合基因型携带的主要基因为blaKPC 基因。
综上所述,2017-2018年本院CRE数量和检出

率仍然呈上升趋势,CRE对临床常用抗菌药物呈现较

高的耐药率。应继续加强院内感染控制,遏制CRE
的传播,同时提供可能有效的药物敏感试验结果指导

临床用药。
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数 据 库 (http://www.cstl.nist.gov/biotech/str-
base/)中尚未见收录,是新发现的三带型等位基因。
在广东汉族人群中发现D18S51基因座的OL等位基

因28,数据库中暂无收录,可作为Powerplex􀆿21体

系Ladder等位基因的补充,可提高该检测体系的检

测效能,本研究探讨了亲权指数的计算及命名,在鉴

定实践中可作为参考。
综上所述,在鉴定中遇到D18S51等STR基因座

的特殊分型现象,可利用含有相同STR位点的不同

试剂盒验证基因座的分型是否正确,排除试验的非特

异性扩增或污染、内标及Ladder等毛细管电泳的因

素。本研究对OL等位基因进行了正确命名,计算了

发生三带型等位基因或OL基因座的亲权指数,丰富

了STRBase数据库中D18S51基因座的三带型等位

基因分型,补充了广东汉族人群D18S51基因座 OL
等位基因分型和频率数据库。
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